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略語一覧 
ABC: antibody binding capacity 
ADC: antibody–drug conjugate 
CDR: complementarity determining region 
CHO: Chinese Hamster Ovary 
c-Met: c-mesenchymal epithelial transition factor 
CTG: CellTiter-Glo 
DAR: drug–antibody ratio 
EDTA: ethylenediamine tetraacetic acid 
EGFR: epidermal growth factor receptor 
ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay 
ERK: Extracellular signal-Regulated Kinase  
FACS: fluorescence-activated cell sorting 
FBS: Fetal Bovine Serum 
HAMA: human anti-mouse antibody 
HGF: hepatocyte growth factor 
HRP: Horseradish peroxidase 
kD: kilo Dalton 
MAPK: mitogen-activated protein kinase 
MMAE: monomethyl auristatin E 
MMAF: monomethyl auristatin F 
NSCLC: non-small cell lung cancer 
PBD: pyrrolobenzodiazepine 




SEC: size-exclusion chromatography 
SPR: Surface Plasmon Resonance 
TFF: tangential flow filtration 
TGI: tumor growth inhibition 













子医薬や生物学的製剤の標的となりうる。c-Met(the receptor for hepatocyte 






5]。今日まで、いくつかのチロシンキナーゼ阻害薬（Tyrosine Kinase Inhibitor： 
TKI）が臨床で使用され、c-Met 遺伝子が増幅された小規模の患者群（胃がんでは
6%、肺がんでは 1%）もしくは exon14 skipping 変異の患者群で効果を発揮して
いる[6]。しかしながら、これらのがんは最終的に阻害剤に対する抵抗性を獲得し、
長期の治療効果は期待できない[7, 8]。 
新しい試みとして抗 c-Met 抗体もしくは抗 HGF 抗体による臨床試験が行われ
ており、試験初期段階では有効な治療のように思われた。いくつかの抗 c-Met 抗
体が創製されたが[9, 10]、リガンドである HGF のように受容体を２量体化する
アゴニスト活性を持つものも存在した。Onartuzumab（Genentech,Inc.）のよう
にアゴニスト活性を持たず c-Met シグナルを活性化させない抗体も臨床試験に臨
んだが、非小細胞肺がん（non-small-cell lung cancer : NSCLC）を適応とした臨
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床第 3 相試験においても十分な効果を発揮していない[11]。 
 そこで本研究では c-Met シグナルを活性化することなく、かつ c-Met の遺伝子
増幅の有無にかかわらず有効な c-Met を標的する抗体治療法を確立した。本研究
で創製し P3D12 と命名した抗 c-Met マウスモノクローナル抗体は、ヒトだけで
なくサル、ラットの c-Met にも親和性を持ち、c-Met シグナルの下流に位置し細
胞の増殖に関係する ERK のリン酸化を最小限に抑え、かつ c-Met の分解を誘導
した。さらに、この抗体と細胞障害性薬物を結合させ、抗体-薬物複合体




な抗がん作用を発揮する（図 2）。P3D12 に Valine-Citrulline (vc)と呼ばれるペプ
チドリンカーで Monomethyl auristatin F（MMAF）を連結させた ADC である




次に、本研究で hD12 と命名したヒト化抗 c-Met 抗体について報告する。hD12
は P3D12 の complementarity determining region （CDR）をヒト IgG2 に移植
することで作製されたものであり、P3D12 の各種（ヒト、サル、ラット） c-Met
への親和性を失うことなく、かつ c-Met シグナルの活性化をさらに低減させた抗
体である（図 3）。hD12 を DNA 架橋に基づく強い細胞毒性活性を有する合成






































第１章 新規抗 c-Met 抗体の作製 
 
1-1 抗 c-Met マウスモノクローナル抗体の作製と P3D12 抗体の同定 
これまでの多くの研究により、がん治療の目的で抗 c-Met 抗体の作製が試みら
れてきたが好ましい成果は得られていない[12]。5D5（Genentech,Inc.）や DO-





り B 細胞を採取、SP2 細胞と融合させることでハイブリドーマを取得した。最初
のステップでは約 20,000 種のハイブリドーマ上清を用いて c-Met に特異的に結
合するサンプルを ELISA 法によって選抜、かつ FACS 解析により内在化するも





選抜された代表的な 4 つの抗体（P1E2, P3D12, P27F9, P1H5）はそれぞれ異な
る c-Met 分解活性を示したが、その中でも P3D12 がもっとも強い c-Met 分解活
性を示した（図 4）。最後のステップでは、c-Met 分解活性を持つ抗体について ERK
のリン酸化活性を測定した。この試験では、c-Met 活性化の下流シグナルである
ERK のリン酸化を c-Met 自体の活性化と下流シグナルの活性化の指標として使
用した（図 5）。その結果、3 つの抗 c-Met 抗体 (P1E2、 P3D12、 P1H5)のアゴ
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ニスト活性は c-Met の生理的リガンドである HGF よりもきわめて低いことが確
認された。また、その 3 つの抗体のアゴニスト活性は代表的な抗 c-Met 抗体であ
る 5D5 抗体よりも小さかった。 
 
 
図 4：抗 c-Met 抗体の c-Met 内在化/分解の確認 
SNU-16 細胞を用いた抗 c-Met 抗体による c-Met の分解は SECTOR Imager 
2400 を用いて測定した。細胞に候補抗体を添加し、24 時間放置した。値は平均
値±標準偏差（n=3） % total c-Met で示し、統計的な解析は student t-test によ



































図 5：抗 c-Met 抗体のアゴニスト作用の確認（ERK のリン酸化） 
MKN-45細胞を用いた抗c-Met抗体によるERKのリン酸化はSECTOR Imager 
2400を用いて測定した。細胞に候補抗体を添加し、15分間放置した。値は平均
値±標準偏差（n=3） % ERK phosphorylationで示し、統計的な解析はstudent 
t-testにより算出した（* p < .05, ** p < .01, *** p < .001 and **** p < .0001 




1-2 抗 c-Met 抗体による c-Met シグナル依存性細胞増殖の確認 
さらに詳細に各抗体の潜在的なアゴニスト活性を評価するため、HGF 依存的
に細胞増殖を起こすサル上皮細胞である 4MBr-5 細胞に抗 c-Met 抗体を添加し、
その細胞増殖を測定した（図 6）。その結果、HGF は濃度依存的に、また ERK の
リン酸化活性の強い 5D5 抗体と今回の抗体候補の 1 つである P27F9 抗体も
4MBr-5 細胞の増殖を促進した。5D5 抗体は c-Met に対し強い親和性を持ち、か
つ分解も促進するが、固有の c-Met アゴニスト活性により細胞の増殖を促進する
と考えられる。一方、P3D12 抗体は 4MBr-5 細胞の増殖を促進しなかった。P3D12
は、わずかに c-Met アゴニスト活性（ERK のリン酸化活性）を有するが（図 5）、




























































































n=2）から算出し、平均値±標準偏差（n=3） % Cell growthで示した。統計的
な解析はstudent t-testにより算出した（* p < .05, ** p < .01, *** p < .001 and 




1-3 抗 c-Met 抗体の親和性と種交差性の決定 
抗 c-Met 抗体の種交差性は各生物種の組み換え c-Met タンパクを用いて
ELISA 法により確認した。試験に用いた抗 c-Met 抗体はすべてヒトとサルの c-
Met に親和性を示し、その EC50 はほとんど同様であり（1.2～1.4nM）、かつマ
ウスとイヌの c-Met には反応しなかった（図 7）。興味深いことに、P3D12 抗体
のみがラットの c-Met に親和性を示した（4.8nM）。表面プラズモン共鳴法によ
る c-Met に対する親和性値は、P3D12 抗体（0.75nM）、 P1E2 抗体（0.89nM)
で、5D5 抗体（0.80nM)と同等の親和性を示した（表 1）。それに対し、P1H5
抗体（0.34nM）の親和性は 5D5 抗体よりも高く、P27F9 抗体（1.31nM）は低
かった。以上より、生物学的（c-Met への結合および内在化/分解、低アゴニス
ト活性、）、生物物理学的（タンパクの安定性、ヒト c-Met への強力な親和性お



















抗 c-Met 抗体は c-Met-TKI よりもすぐれた特異性（標的指向性）を持つが、治
療を目的とした抗 c-Met 抗体の作製はその抗体が c-Met の下流シグナルを活性化
しうること、また悪性の細胞増殖を引き起こし得ることから難しいと考えられて
きた。そこで本研究では c-Met の分解を誘導し、低いアゴニスト活性しか持たず、






Antibody kon(1/Ms) koff(1/s) KD(nM)
P3D12 6.22E+05 4.93E-04 0.75
P1E2 5.83E+05 5.16E-04 0.89
P27F9 4.67E+04 6.11E-05 1.31
P1H5 3.80E+05 1.29E-04 0.34
5D5 2.21E+05 1.77E-04 0.80
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第 2 章 新規抗 c-Met 抗体を用いた 抗体-薬物複合体（Antibody-Drug 
Conjugate：ADC）の作製とその効果 
 








たない Monomethyl auristatin F（MMAF）を使用した。 
 
2-1 in vitro における c-Met 遺伝子の増幅および非増幅がん細胞株に対する抗 c-
Met ADC の効果 
In vitro 細胞毒性試験における c-Met を標的とした TKI と c-Met-ADC の効果
を比較するため、各細胞に試験試薬を加え 5 日間培養した後、CTG（Cell Titer 
Glo）試薬を添加し、細胞の生存率（有効性）と薬物の有効濃度（効果）を測定し
た。今回使用した細胞株には c-Met 遺伝子の増幅による発現の上昇、もしくは非








c-Met の高発現細胞株である MKN-45 細胞、SNU-620 細胞において、P3D12-
vc-MMAF および P1E2-vc-MMAF は、c-Met 選択的キナーゼ阻害薬である PHA-
665752 よりも高い効果を示した（図 8a-b、表 2）。同様の条件下で、非修飾の
P3D12 抗体と P1E2 抗体は 50nM まで細胞毒性を示さなかった。PHA-665752
は、c-Met 遺伝子増幅を持たない細胞である SNU-16、H1975、H441、N87 に対
して細胞死を誘導しなかったが、P3D12-vc-MMAF および P1E2-vc-MMAF は細
胞毒性を発揮した（図 8c-f）。しかしながら、それぞれの有効性は H441 細胞、 
N87 細胞で約 50-60%、H1975 細胞では約 80%、SNU-16 細胞では約 90%程度で
あった（表 2）。 
我々はさらに肺腺扁平上皮がん由来細胞の１つで c-Met 遺伝子の増幅を持たな
い H596 細胞（図 8g）、および胃腺がん由来で c-Met 遺伝子の増幅を持つ Hs746T
細胞（図 8h）でも評価した。両細胞の特徴として c-Met 遺伝子の第 14 エクソン
を欠失していることが挙げられる。c-Met 遺伝子の第 14 エクソンは c-Met の内
在化に関与する Cbl タンパクの結合部位を含んでおり、両細胞での評価は、我々
が作製した ADC の内在化が Cbl の機能に依存するのかの１つの指標となる[14]。
H596 細胞において、PHA-665752 は全く効果を表さなかった。一方、P3D12-vc-
MMAF は明確な細胞毒性を示したものの、効果は他の c-Met 陽性細胞に対する
ものよりも低く、有効性も 30-40%程度に留まった（図 8g、表 2）。Hs746T 細胞
においては、2 つの ADC、PHA-665752 とも c-Met 高発現細胞に示した時と同程
度の効果をそれぞれ発揮したが（IC50 値 P3D12-vc-MMAF：13pM、 P1E2-vc-
MMAF：72pM:, PHA-665752：1.3nM）、有効性は 65-75％程度に留まった（図
8h、表 2）。実際に、H596 細胞、Hs746T 細胞では図 4 において SNU-16 細胞で
16 
 
評価した結果と比較し、同濃度の P3D12 を添加したときの c-Met の内在化率（分
解）は低く抑えられており（図 9）、ADC の内在化および細胞内の輸送が第 14 エ
クソンに変異を持たない細胞よりも滞っている可能性が示唆される。c-Met の発
現がない SNU-1 細胞においては 2 つの ADC、PHA-665752 とも全く効果、有効















































































































































































































































































































































































































































各薬剤に対する感受性を 6 つの c-Met 陽性がん細胞株、2 つの c-Met 変異が
ん細胞株、および 1 つの c-Met 陰性がん細胞株で評価した。c-Met 高発現細胞
株（a）MKN-45、（b）SNU-620、c-Met 低中発現細胞株（c）SNU-16、（d）

















各薬剤に対する感受性を 6 つの c-Met 陽性がん細胞株、2 つの c-Met 変異が
ん細胞株、および 1 つの c-Met 陰性がん細胞株で評価した。c-Met 高発現細胞
株（a）MKN-45、（b）SNU-620、c-Met 低中発現細胞株（c）SNU-16、（d）
























各薬剤に対する感受性を 6 つの c-Met 陽性がん細胞株、2 つの c-Met 変異が
ん細胞株、および 1 つの c-Met 陰性がん細胞株で評価した。c-Met 高発現細胞
株（a）MKN-45、（b）SNU-620、c-Met 低中発現細胞株（c）SNU-16、（d）

























各薬剤に対する感受性を 6 つの c-Met 陽性がん細胞株、2 つの c-Met 変異が
ん細胞株、および 1 つの c-Met 陰性がん細胞株で評価した。c-Met 高発現細胞
株（a）MKN-45、（b）SNU-620、c-Met 低中発現細胞株（c）SNU-16、（d）


















各薬剤に対する感受性を 6 つの c-Met 陽性がん細胞株、2 つの c-Met 変異が
ん細胞株、および 1 つの c-Met 陰性がん細胞株で評価した。c-Met 高発現細胞
株（a）MKN-45、（b）SNU-620、c-Met 低中発現細胞株（c）SNU-16、（d）
























2-2 in vivo における抗 c-Met ADC の薬物動態と抗腫瘍効果 
血清中での P3D12 抗体と P3D12-vc-MMAF の安定性をマウス薬物動態試験に
より確認した（図 10）。各薬剤を 1mg/kg の濃度でマウス尾静脈より単回投与し、
経時的に血液を採取、血清中に存在する薬剤の濃度を ELISA 法により測定した。
図中の表はノンコンパートメント解析より算出した薬物動態指標を示している。
P3D12 抗体と P3D12-vc-MMAF のマウス血清中の半減期はそれぞれ 7.84 日と
7.87 日であった。細胞障害性薬物およびリンカーの抗体への結合によりマウス血
清中の安定性に影響は見られなかった。しかし、P3D12-vc-MMAF の暴露は曲線
下面積(AUC)の算出より、22.8µg-day/mL と P3D12 抗体の 40.5 µg-day/mL より
も低かった。クリアランスは P3D12 抗体の 0.045mL/day/kg に対し、P3D12-vc-
















MKN-45 細胞モデルにおいて、P3D12-vc-MMAF は PHA-665752
（25mg/kg/day, 5 doses）と比較し、すべての治療濃度で強力な腫瘍増殖抑制効
果を示した （図 11a）。興味深いことに、in vitro では効果を示さなかった非修
飾の P3D12 抗体も腫瘍増殖抑制効果を示した。この効果の一部は、抗体依存性
細胞傷害（antibody dependent cellular cytotoxicity：ADCC）であることが実
験結果より示唆された（図 12）。陰性対照として投与した Rituximab-vc-MMAF
が腫瘍増殖抑制効果を示さなかったことから、観察された効果は c-Met を標的
とした作用であると考えられる。さらに、P3D12-vc-MMAF の効果を c-Met 遺
伝子増幅を持たない非小細胞肺がん細胞株 H1975 でも確認した（図 11b）。
H1975 細胞における c-Met の発現は c-Met 遺伝子増幅細胞より低いものの（表
2）、epidermal growth factor receptor （EGFR）遺伝子内に変異
（L858R/T790M -EGFR）を持ち、EGFR に対する TKI に耐性を持つ。このモ
デルにおいて、非修飾の P3D12 抗体と PHA-665752 は効果を示さなかった。一
方、P3D12-vc-MMAF は濃度依存に腫瘍増殖抑制効果を示した。これらのデー
タは in vitro 細胞毒性試験の結果と一致する（図 8a,d）。P3D12-vc-MMAF の
すべての投与量はマウスで十分に許容され、すべての投与量で 12％を超える体
重変化は見られなかった（図 13）。 最も体重減少が見られたのは、陰性対照群




















Antibody Half-time Area under the curve Clearance Volume of distribution
(days) (ug-day/mL) (mL/day/kg) (mL)
P3D12 7.84 40.5 0.045 0.51













polyethylene glycol）も同様の間隔で投与した。各群n = 9、腫瘍体積は平均値±
標準誤差で表示した。 統計的有意差はtwo-way ANOVA、Bonferroni post hoc 




















































P3D12 抗体、P3D12-vc-MMAF、または c-Met-TKI 投与後の（a）MKN-45 細

















c-Met 低中発現細胞株を含め、c-Met 陽性細胞株で強力な in vitro 細胞毒性を示
した。また、TKI とは対照的に、抗 c-Met-ADC は遺伝子増幅の状態に関係なく
すべての c-Met 陽性細胞株で細胞毒性作用を示した（表 2）。これは、c-Met 増
幅細胞に起因するがん患者のごく一部のみにしか効果を発揮する薬剤がなかった
ことを考慮すると、本剤により潜在的に治療可能な患者集団を劇的に増加させる
可能性を有する[1]。     











第 3 章 抗 c-Met マウスモノクローナル抗体のヒト化 
 
3-1 ドメインサブクラス変換による抗 c-Met マウスモノクローナル抗体 P3D12
の改良 
c-Met は抗がん治療の有望な標的であると考えられているが、抗 c-Met 抗体に
よる治療は上述の通り抗体自体のアゴニスト作用によりその下流シグナルが活性
化され、結果的にがん細胞の増殖を促進することにより難しいとされてきた。こ
れまで報告されている抗 c-Met 抗体もアゴニスト作用を持つ[13, 18]。第 1 章に
おいて、c-Met シグナルのサロゲートマーカーである ERK のリン酸化活性の弱
い抗 c-Met 抗体を作製したが、わずかながらその活性を保持していた。そこで本
章では P3D12 抗体のアゴニスト作用をより低下させるため、IgG 重鎖の定常領
域のサブクラス変換によりその作用に変化が起きないか確認した（図 3）。IgG2 の
ヒンジ領域はそのジスルフィド結合の様式から全 IgG の中でも最も固定化され
ており、c-Met のアゴニスト作用を生じさせるために必要な受容体の 2 量体化を
減少させることが期待される[19]。そこで、ヒト IgG1 および IgG2 キメラ型 P3D12
抗体を作製し、元の P3D12 マウス抗体と c-Met の分解活性および ERK のリン酸
化活性を比較した。その結果、ヒト IgG1 キメラ型 P3D12 抗体は P3D12 抗体よ
りも強い c-Met の分解を示したが（図 14）、ERK のリン酸化活性が増した（図
15）。一方、IgG2 キメラ型 P3D12 抗体は P3D12 抗体と同等の c-Met 分解活性を
示し、かつ興味深いことに ERK のリン酸化を抑制し、高濃度域では阻害を示し









置した。値は平均値±標準偏差(n=3) % total c-Metで示し、統計的な解析は
student t-testにより算出した（* p < .05, ** p < .01, *** p < .001 and **** p 


















































図 15：P3D12 抗体およびキメラ型 P3D12 抗体のアゴニスト作用の確認（ERK
のリン酸化） 
MKN-45 細胞を用いた P3D12 抗体およびキメラ型 P3D12 抗体による ERK の
リン酸化は SECTOR Imager 2400 を用いて測定した。細胞に抗体を添加し、15
分間放置した。値は平均値±標準偏差（n=3） % ERK phosphorylation で示し、
統計的な解析は student t-test により算出した（* p < .05, ** p < .01, *** p < .001 




































































マウスモノクローナル抗体 P3D12 をヒト IgG2 の配列を基にしてヒト化を試み
た。抗 c-Met マウスモノクローナル抗体 P3D12 のヒト化は Padlan らの方法[20]
を元に CDR のアミノ酸残基をヒト生殖細胞由来 IgG 配列に移し変えることによ
り行った（表 3）。重鎖、軽鎖それぞれ４つの異なる可変領域の配列を準備し
（veneering：ven、grafting of abbreviated CDRs：abb、grafting the whole CDRs 
onto a composite framework：fra, CDR-grafting：cdr）、P3D12 抗体由来の CDR
領域の配列について IgG2 を背景としたヒト抗体にクローン化した(材料と方法を




の軽鎖はすべて Kv であった。次に、ヒトとラットの c-Met に対する親和性を組
み換えタンパクを用いて ELISA 法により測定した。この試験において親和性を
完全に消失したような抗体は見られなかったが、比較した抗体のうち親和性が低
い、もしくは抗体発現細胞の生存率の低い 4 つの抗体(fKa、fKc、 vKa、 vKc)を
候補から除外した。候補として残った 8 つの抗体に関して、表面プラズモン法に
より組み換え c-Met に対する親和性を確認した（表 4）。その結果、数種の抗体が
親抗体である P3D12 と同等もしくは優れた親和性を示した。特に、cKf 抗体はヒ
ト、ラット両 c-Met に対して P3D12 抗体よりもわずかながら高親和性を示した。

































































































































































































3-3 in vitro および in vivo におけるヒト化抗体 hD12 の特性評価 
ADC が細胞毒性を発揮するためには、細胞表面上の標的に結合した後に内在化
し細胞内で適切にリンカーが切断され薬物を放出しなければならない。hD12 抗
体は c-Met に対し高親和性を示すが（表 4）、この項では hD12 抗体の内在化と標
的依存的に細胞毒性を発揮するのかを評価した。 
 まず、c-Met 陽性細胞株である EBC-1 細胞を用いて免疫蛍光法により内在化を
観察した。hD12 抗体を添加し、4℃で 30 分放置後、抗ヒト IgG-AF488 抗体と反
応させ顕微鏡下で観察した。その結果、細胞表面のみで蛍光が確認され、hD12 抗
human c-Met rat c-Met
Clone Heavy chain Light chain Solubility ELISA EC50(μg/mL) SPR kD(nM) ELISA EC50(μg/mL) SPR kD(nM)
P3D12 0.05 0.88 0.38 15.6
aKa a Ka - 0.06 0.86 0.40 26.5
aKf Kf - 0.11 0.57 0.33 23.3
aKv Kv insoluble 0.09 n/a 0.43 n/a
aKc Kc - 0.10 0.66 0.41 38.1
fKa f Ka - 0.13 n/a 1.88 n/a
fKf Kf - 0.13 0.36 0.74 29.5
fKv Kv insoluble 0.09 n/a 0.39 n/a
fKc Kc - 0.11 n/a 0.77 n/a
vKa v Ka - 0.04 n/a 0.86 n/a
vKf Kf - 0.04 0.32 0.24 8.3
vKv Kv insoluble 0.05 n/a 0.29 n/a
vKc Kc - 0.04 n/a 0.48 n/a
cKa c Ka - 0.09 0.39 1.29 29.0
cKf Kf - 0.05 0.26 0.33 7.0
cKv Kv insoluble 0.05 n/a 0.32 n/a
cKc Kc - 0.07 0.87 1.00 31.2
38 
 
体が細胞表面上の c-Met に結合したことが示唆された（図 16 左図）。一方、hD12
抗体を添加し、37℃ 30 分放置後、抗ヒト IgG-AF488 抗体と反応させ顕微鏡下で
観察したときには、細胞内に蛍光の塊が観察された（図 16 右図）。これは hD12
抗体が細胞表面の c-Met に結合後、細胞内に内在化したことを示唆している。 
次に、hD12 抗体の効果の増強を図るため、PBD（pyrrolobenzodiazepine）2
量体と複合体を形成させた ADC である hD12-vc-PBD を調製した。細胞毒性試
験では c-Met の高発現株である MKN-45 細胞、低中発現株である H1975 細胞、
および c-Met 非発現細胞株である SNU-1 細胞で評価した（図 17）。MKN-45 細
胞において、hD12-vc-PBD は PBD 単独よりも 20 倍高い細胞毒性を発揮した。
また、ヒト IgG2 の非標的抗体として使用した Denosumab-vc-PBD は細胞毒性を




MKN-45 細胞と比較し、H1975 細胞の c-Met の発現量が低いことが原因である
と考えられる。これらのデータは、hD12-vc-PBD が c-Met 発現細胞選択的に効
果を発揮したことを示しており、またその効果は MKN-45 細胞と H1975 細胞の
比較より、c-Met の発現量に依存していると考えられる。 
さらに MKN-45 細胞を用いて hD12-vc-PBD の in vivo での抗腫瘍効果を評価
した（図 18）。被検体としてリード ADC である hD12-cKf-vc-PBD およびの 2
つ派生物(hD12-fKf-vc-PBD、 hD12-cKa-vc-PBD )、陰性対照として
Denosumab-vc-PBD を使用した。腫瘍体積が平均 250-300mm3 になったところ




























各薬剤に対する感受性を c-Met 高発現細胞株 MKN-45、c-Met 低中発現細胞
























n = 8、腫瘍体積は平均値±標準誤差で表示した。統計的有意差はtwo-way 
















































抗 c-Met 抗体マウスモノクローナル抗体 P3D12 のヒト化にあたり、基本とな
る IgG のサブタイプを決定した。今回選択したヒト IgG2 はこれまでの報告から
ヒト IgG1 よりもアゴニスト作用が低下すること[21]、FcgR への結合能を失うこ
とからオフターゲット効果が低下すること、以上の 2 点が推定上の利点として挙
げられる。また、ヒト化においては、ヒトおよびラットへの親和性を減少させる
ことなくヒト IgG 配列に導入することに成功した。ADC に供する抗体に必要な
機能である標的への結合後に起こる細胞内への内在化を顕微鏡下で確認した。ま






第 4 章 抗体-薬物複合体（ADC）製剤の安定性向上への検討 
 
















c-Met 陽性細胞である非小細胞肺がん株 H1975 および H1373 のマウスを用いた
異種移植試験により確認した（図 20、21）。2 つの異なる濃度（0.125mg/kg およ
び 0. 5mg/kg）で、単回静脈内投与を行い、腫瘍の体積と重量を週に 3 回測定し
た。すべての投与量に対しマウスは忍容性を示し、有意な体重減少は観察されな
かった（データ未公表）。 hD12-SG3259 は、試験したすべてのサンプルの濃度で





hD12 抗体は、ラット c-Met に結合親和性を持つ抗 c-Met マウスモノクローナ
ル抗体から開発された。ラットの最大耐量（MTD：maximum tolerated dose）
を決定するために、2 つの主要なリンカー-薬物（SG3249 および SG3259）の体
重の変化（図 22）および臨床血液検査値（図 23）を評価した。被検ラットに対し
て 2.0、1.5、1.0 または 0.5mg/kg 濃度で hD12-SG3249 または hD12-SG3259 を
尾静脈に単回静脈内注射を行った。その結果、2.0mg/kg hD12-SG3259 投与群の
すべてのラットが、重度の毒性のために死亡または屠殺された。1.5mg/kg hD12-
SG3259 投与群も毒性症状を示し、2mg/kg hD12-SG3259 投与群の後に死亡した。
一方、hD12-SG3249 を投与されたラットは、いずれの投与濃度においても 21 日
間の試験期間中に異常は観察されなかった。血液学的検査において、hD12-
SG3259 の高用量（2.0 および 1.5mg/kg）投与群では、肝酵素（AST、 ALT）の
活性が低下し、リンパ球および血小板数が大幅に減少していたが（図 23）、すべ
ての hD12-SG3249 投与群は忍容性が高く、重大な有害事象や死亡は記録されな



























































































































































結果、各サンプルの DAR は非常に均一であり、抗体あたり平均 DAR は 1.9 であ
った（データ非公表）。 
最初に、3 つの部位特異的 ADC の有効性を c-Met 陽性細胞である非小細胞肺
がん株 H1975 のマウスを用いた異種移植試験により確認した（図 24）。その結
果、高用量群（0.5mg/kg）では、全ての部位特異的 ADC は、抗体に確率的（ラ
ンダム）に結合させた SG3249（hD12-stoch-SG3249）と同じ腫瘍退縮効果を示
















ている。 V282C、T289C および V422C 血清のラットの循環半減期は、それぞれ



























































































































Antibody Half-time AUC_LAST CL_F_OBS Cmax
(days) (ug-h/mL) (mL/h/kg) (ugmL)
hD12-V282C-SG3249 11.4 3777 0.0007 32.9
hD12-T289C-SG3249 18.0 3152 0.0007 34.9
hD12-V422C-SG3249 14.0 3712 0.0007 32.1
56 
 




































































































































図 29： hD12-T289C-SG3249 の概略図 















る こ と が 明 ら か に な っ て き た 。 例 え ば 、 抗 c-Met 抗 体 Onartuzumab
（Genentech,Inc.、一価：one-arm の抗 c-Met 抗体）と c-Met-TKI の Tivantinib
（別名：ARQ197）は、後期 NSCLC の第 3 相試験で有効性を示すことができな
かった[11, 30, 31]。最近の臨床データから、c-Met エクソン 14 スキップ変異を





ヒトのみならずサル、ラットの c-Met にも交差性をもつ抗 c-Met マウスモノクロ
ーナル抗体 P3D12 を取得した。また第二章では、抗 c-Met 抗体による治療上の
有効性の幅を広げるために取得した抗 c-Met 抗体を使用して抗体-薬物複合体
（ADC）を作製し、c-Met-TKI が効果を示さなかった c-Met 低中発現細胞株を含




および薬物の放出である。今回取得したデータは、c-Met と in vitro EC50 の間に
関係があることを示唆している（表 2）。抗体を添加したことによる c-Met タンパ
クの分解は、H596 細胞および Hs746T 細胞では比較的低く（図 9）、これらの細
胞株においては c-Met 遺伝子の変異に起因する Cbl 分解経路の障害が内在化の低
下に関与していると考えられた。その結果、ADC の有効性もこれらの細胞株で低
下していた。さらに、細胞を非修飾の抗 c-Met 抗体で処理した場合、H441 細胞、
N87 細胞および H596 細胞で細胞増殖の促進が観察された（図 8e、8f、8g）。こ
のような特徴をもつ細胞には、より強力なリンカー-薬物を選択するか、内在化さ
れる ADC の量を増やすことが医療効果を高めるための有効な手段となり得る。 
本研究では、in vitro での細胞毒性試験で P3D12-vc-MMAF と c-Met-TKI
（PHA-665752）の間で効力の違いを示したが、その結果は in vivo 異種移植モデ
ルでも同様であった（図 11）。MKN-45 細胞を用いた異種移植モデルでは、P3D12-
vc-MMAFの 3、5、10mg/kgの単回投与が 25 mg/kg/day c-Met-TKI（PHA-665752）
の 5 回投与よりも強い腫瘍増殖抑制作用を示した。興味深いことに、10mg/kg の
非修飾 P3D12 抗体も c-Met-TKI（PHA-665752）と同様に、MKN-45 細胞移植
モデルで有意な抗腫瘍効果を示した。 この効果の一部は、抗体依存性細胞傷害
（antibody dependent cellular cytotoxicity：ADCC）であることが示唆される
（図 12）。現在、ADC に用いる抗体が ADCC 活性を保持することについて 2 つ
の異なる意見がある。抗 c-Met 抗体が ADCC 活性を有することは有効性を高め
るのに有益である[33]、逆に ADCC 活性の欠如が潜在的な副作用を回避する可能
性がある[34]、というものである。ヒト IgG2 をバックグランドとする hD12 はエ
フェクター効果の誘導能が低く ADCC 活性も低いと考えられるが、今回の試験結




的毒性を排除できない。そのため、ADC に用いる抗体に ADCC 活性のような毒
性薬物以外の細胞障害機能を持たせるか否かは今後議論が必要である。 
c-MetはNSCLCの腫瘍増大に重要な役割を果たしていることが知られており、
c-Met および EGFR の両経路が NSCLC での受容体交差活性化に相互に関与して
いることがわかっている[35, 36]。H1975 細胞は遺伝子増幅を持つことなく野生
型 c-Met を発現しているが、EGFR 遺伝子内に L858R / T790M の二重変異を有





はまったく効果を示さなかった（図 11b）。このデータは、変異型 EGFR を持ち、


















の IgG の背景として IgG2 を選択した。ERK のリン酸化アッセイにおいて、ヒト






ト抗マウス抗体（Human Anti-Mouse Antibodies : HAMA）の発生であり、これ
は体内（血中）から速やかなマウス抗体の排泄をもたらす。 がん治療薬の最初の
モノクローナル抗体であるリツキシマブは、1997 年に非ホジキンリンパ腫に対














PBD を含む ADC である SGN-CD33A、SGN-CD70A、SC16LD6.5 の 3 つの候
補が現在臨床試験に臨んでおり[48-50]、それらの in vitro 細胞毒性試験の結果に
よると、PBD は MMAF よりも優れた効力を示している。PBD は膜透過性の化合
物であるため、透過性の低い化合物と比較し、傍観者効果（bystander effect）に
よる追加の細胞毒性を引き起こすことが期待できる。我々の試験結果でも、元の
P3D12-vc-MMAF が 10mg/kg で腫瘍の増殖抑制にとどまったのに対し（図 11a）、
hD12-vc-PBD は 1mg/kg の用量で腫瘍の退縮作用を示した（図 18）。このことよ










20）、ラットでは 1.0、1.5、2.0 mg / kg の用量で毒性が観察された（図 22）。
SG3249 と SG3259 の主な違いは、リンカー内のスペーサー領域に存在する
polyethylene glycol（PEG）による親水性の増大である（図 19）。これまでの報

















ことができる[60, 61] 。今回の試験では抗体内の 3 つの部位にシステイン残基を
導入した後、リンカー-薬物の結合を行い、複数の試験で比較した。V282C 変異の
みが異種移植モデルで他 2 種（T289C、V442C）より低い有効性を示したが、毒
性についてはすべての部位特異的 ADC において異常はみられなかった。c-Met は
ほとんどの組織で発現しており、クリアランス、標的への曝露など hD12 抗体の
分布に影響を与える可能性がある。hD12 抗体はラット c-Met と交差反応性があ
るため、標的を介したクリアランスがその PK に寄与する可能性がある。そのた
めラットを用いた PK 試験を行ったが、標的を介したβ相でのクリアランスは見




















ヒト IgG Fc 領域に融合させたヒト c-Met 細胞外ドメイン組み換えタンパクを
マウスに免疫し、そのマウスより B 細胞を採取した。その B 細胞を SP2 細胞と
融合させてハイブリドーマを形成させた。これらのハイブリドーマを半固形培地
上に播種しコロニーを形成させ、それぞれのコロニーを 96 ウェルプレート上に
独立に採取し、培養した。その培養上清を用いて、ELISA 法および FACS 解析に
より c-Met に親和性を持つハイブリドーマを選択した。 
 
ELISA 法によるハイブリドーマスクリーニング 
マイクロタイタープレート（Nunc）に 2µg/mL の組み換えヒト c-Met/Fc（自
家調製）を加え、4℃で一昼夜放置した。SuperBlock（Thermo Ficher Scientific）
により blocking を行った後、ハイブリドーマの上清を添加し、室温に１時間放置
した。洗浄後、ヤギ抗マウス IgG-Fc 抗体（Jackson Immunology#209-005-098）
を加え、室温に 20 分放置した。c-Met に親和性を持つ抗体は TMB 基質（KPL）
により検出した。反応は 2N H2SO4 により停止させ、SPECTROstar Nano 
microplate reader（BMG LABTECH）を用いて 450nm の吸光度を検出した。 
 
FACS解析による抗体依存性c-Metの内在化および分解の検出 
ハイブリドーマの上清を c-Met 陽性細胞に添加し、37℃で 18 時間放置した。
洗浄後、細胞をリン酸緩衝液/2%牛胎児血清アルブミン（FBS）/0.05% アジ化ナ








 各種細胞株の細胞表面上のc-Met発現量を定量化するため The Quantum 
Simply Cellular Microbeads kit（Bangs Laboratories, IN, USA）を使用し
た。c-Met受容体数の解析では、Alexa Fluor 488を融合させた抗c-Met抗体を使
用した。サンプルはthe BD Accuri flow cytometer（BD Biosciences、San 
Jose、CA、USA）を用いて解析した。各測定サンプルは少なくとも5,000以上
の生細胞を評価した。死細胞は7-Amino-Actinomycin D（7-AAD、Sigma、St. 
Louis、MO、USA）で染色されたものを除外した。数値化はQuick Cal v2.3 
software（Bangs Laboratories、IN、USA）を用いて蛍光強度の中央値を
antibody binding capacity（ABC）unitsに変換することにより行った。 
 
c-Met 分解アッセイ、ERK リン酸化アッセイ 
サンプル内c-Met（SNU-16細胞）およびリン酸化ERK（MKN-45細胞）の量
はMeso Scale Discovery（MSD）社のSECTOR Imager 2400（Gaithersburg、
MD）により測定した。SNU-16細胞は抗c-Met抗体を添加し、24時間放置し
た。MKN-45細胞は抗c-Met抗体を添加し、15分間放置した。サンプルは以下の
MSD社の試薬を用いて解析した。Phospho/Total Met whole cell lysate kit
（total c-Met）、 Phospho/Total ERK1/2 whole cell lysate kit（p-ERK 1/2 















抗 c-Met 抗体添加による細胞増殖への影響には、HGF の生化学検査に用いら
れる 4MBr-5 細胞（CCL-208：ATCC、Manassas、VA）を使用した。4MBr-5 サ
ル上皮細胞の増殖には HGF など c-Met シグナルを刺激することが必要である。
4MBr-5 細胞を F-12K 培地（ATCC、Manassas、VA）/5%FBS 中、96 ウェルプ
レート（Corning、Inc.、Corinig、NY、U.S.A.）の 1 ウェルあたり 2×103 細胞
を播種した。5 時間放置後、希釈した抗ヒト c-Met 抗体および陽性対照である
HGF（R&D Systems、Inc.、Minneapolis、MN）を上記記載の培地に加えた。5
日間培養後、Celltiter-Glo（Promega、Madison、WI）を加え、Perkin Elmer 
EnSpire multimode plate reader（Perkin Elmer、Waltham、MA）により ATP
を検出した。 
 













抗 c-Met 抗体（P3D12、 P1E2）および Rituximab へのリンカー-薬物の結合
は以下の方法で行った。PBS/50mM ホウ酸（pH8.0）緩衝液に溶解した抗体に
BondBreaker（Thermo Fisher Scientific）を添加し、37℃で 2 時間放置した。
緩衝液の置換後（Zeba Spin Desalting Columns、Thermo Fisher Scientific）、
還 元 さ れ た 抗 体 溶 液 に リ ン カ ー - 薬 物 溶 液 （ MC-Val-Cit-PAB-MMAF 、 




P1E2-vc-MMAF、 Rituximab-vc- MMAF に対しそれぞれ 1.8、 2.0、 2.0 であ
った。 




に対しそれぞれ 1.9、2.3、1.6、2.6 であった。 
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In vitro 細胞毒性試験 
細胞は 10% FBS が含まれている通常培地中で希釈、96 ウェルプレート上に播
種し、陰性対照、抗体、ADC、もしくは c-Met 阻害剤 PHA-665752（Sigma Aldrich）
と共に 5 日間培養した。細胞の生存率は Celltiter-Glo（Promega、 Madison、
WI）を加え、Perkin Elmer EnSpire multimode plate reader（Perkin Elmer、
Waltham、MA）により ATP を検出した。50%阻害濃度（IC50）は Prism 7 Software
（GraphPad、LaJolla、CA）を用いて、non-linear regression analysis using 
sigmoid dose response curve により算出した。 
 
マウスを用いた薬物動態（PK）試験 
P3D12 抗体および P3D12-vc-MMAF の薬物動態は C57/BL6 マウスを用いて
評価した。1mg/kg の試験試薬を C57/BL6 マウス（n=5）の尾静脈より投与した。
血液サンプルの回収はマウスの尻尾より以下の時間間隔で行った（静脈注射後：
5 分、2 時間、6 時間、1 日、2 日、3 日、4 日、5 日）。血液はヘパリンにコート
されたチューブに回収し、遠心（14,000 x g、5 分間）により血清成分を分離した。
血清中の P3D12 抗体および P3D12-vc-MMAF の濃度は ELISA 法により測定し
た。ヒト組み換え c-Met タンパクでプレートをコートした。SuperBlock solution
（Thermo Fisher Scientific）でブロッキングを行った後、血清サンプルを加え、
室温にて 1 時間放置した。洗浄後、goat anti-mouse IgG-HRP conjugate（Thermo 
Fisher Scientific）を加え、室温にて 20 分間放置した。結合した P3D12 抗体 と 
P3D12-vc-MMAF は TMB 基質（KPL）より検出した。反応は 2N H2SO4 により
停止させ、EnSpire multimode plate reader（Perkin Elmer、Waltham、MA）
を用いて 450nm の吸光度を検出した。ノンコンパートメント薬物動態指標は
WinNonlin ソフトウェア（Pharsight、 Mountain View、CA）により算出した。 
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マウスを用いた in vivo 異種移植試験 
すべての動物実験はTANABE RESEARCH Laboratories U.S.A., Inc 
Company Institutional Animal Care Guidelinesに承認された実験手順書に従い




















腫瘍体積は以下の計算式により算出した。V(mm3)={0.5236 x long axis 
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length(mm) x (short axis length(mm))2}。腫瘍体積±標準誤差はPrism 7 
Software（GraphPad、LaJolla、CA）を用いて算出した。統計的有意性は




 抗体の親和性はProteOn XPR36 （BIO-RAD）を用いて表面プラズモン共鳴
（surface plasmon resonance：SPR）法により測定した。試験に用いた緩衝液
の組成は以下の通り（10 mM HEPES, pH 7.4, 150 mM NaCl, 0.005% Tween-
20）。それぞれのサンプルを測定後、使用したセンサーチップは3 M MgCl2 
and 10 mM glycine pH1.5を用いて再生させた。結合応答性はブランクフローセ
ルからレスポンスユニット（RU）を差し引くことによって算出した。 
 
Antibody Dependent Cellular Cytotoxicity（ADCC）アッセイ 









抗 c-Met マウスモノクローナル抗体 P3D12 の可変領域をヒト IgG1 もしくは
72 
 
IgG2 の定常領域と、かつ L 鎖が kappa 鎖の組み合わせになるようにキメラ化し
た（図 3）。VH 鎖および Vk 鎖の DNA 配列を pFUSE2 CLIg-hk および pFUSE 
CHIg-hG1/2（InvivoGen）に導入し、抗体は Expi293F（Thermo Fisher Scientific）
を宿主として発現させた。 
 
抗体の CDR グラフティング 
抗 c-Met マウスモノクローナル抗体 P3D12 のヒト化は Padlan らの方法[20]を
元に CDR のアミノ酸残基をヒト生殖細胞由来 IgG 配列に移し変えることにより
行った。ヒト化配列は以下に名付けられた４配列を準備した。４つのそれぞれの
名前は”veneering[62]”,”grafting of abbreviated CDRs[63]”, “grafting the whole 
CDRs onto a composite framework[64]”,”CDR-grafting[65]”である。それぞれの
配列はその特徴を表す文字を取り v, a, f, c とした。ヒト化したモノクローナル抗
体は４つの独立した重鎖配列および４つの独立した kappa 軽鎖配列の組み合わ
せより作製した。ヒト化した P3D12 抗体は hD12 抗体と命名し、配列の組み合




抗体の内在化を顕微鏡観察下で評価するため、EBC-1 細胞に 20µg/mL の hD12
を添加し、4℃もしくは 37℃で 30 分放置した後、PBS で洗浄、4%パラホルムア
ルデヒドで固定した。その後、20µg/mL の抗ヒト IgG- Alexa Fluor488 抗体を添
加し、30 分間室温に放置した。EVOS FL Auto Cell Imaging System software





 hD12 抗体に、IgG の重鎖 Fc 領域に対にならないように、システイン残基を導
入した。本抗体は、チャイニーズハムスター卵巣細胞株（Chinese Hamster 
Ovary：CHO）を宿主とした安定発現細胞株から産生され、プロテイン A アフィ
ニティークロマトグラフィーとそれに続く size-exclusion chromatography 
（SEC）を使用して精製した。抗体とリンカー-薬物の結合の前に、495 モル当量
の L-グルタチオン（Sigma- Aldrich, #G6529, St. Louis, MO, USA）を使用して
hD12 抗体を部分的に還元し、室温で 1 時間放置した後、グルタチオンをタンジ
ェルフローろ過(tangential flow filtration: TFF)により除去した。抗体とリンカ
ー-薬物の結合のために、10 モル当量の 10 mM SG3249 DMSO 溶液を還元した
抗体に添加し、室温で 1 時間放置した。15 倍過剰の N-アセチルシステイン（NAC：
Acros Organics、 #160280250、The Hague、Netherlands）を添加することで
反応を停止し、室温でさらに 15 分間放置した。NAC でキャップされた未反応の
SG3249 は TFF を使用して緩衝液（25mM ヒスチジン、85 g/L トレハロース二
水和物、pH 5.5）緩衝液に交換しながら除去した。ADC となった本抗体は 0.2µM
のポリエーテルスルホン（PES）フィルターを使用して滅菌ろ過し、ポリソルベ
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